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摘 要 
 
生物表面活性剂是分子结构中既有亲水基、又有憎水基的两性分子物质。
它们可生物降解，对环境友好，并具有润湿、分散、乳化、增溶、起泡、保湿、
润滑、洗涤、渗透等性能，因而能够应用于生产、生活的多个领域，尤其在食
品、化妆品行业、医药行业和微生物采油（MEOR）方面生物表面活性剂具有
合成表面活性剂不可比拟的优点。 
本文选取一株柴油食烷菌Alcanivorax dieselolei T6-6为研究对象，它是一株
分离自西南印度洋深海沉积物的海洋细菌，该菌株不仅具有优良的烃降解能力而
且在以正十六烷为唯一碳源的液体培养基中可以将发酵液的表面张力降至27mN 
m-1左右。 
将菌体发酵液冷冻离心后发现表面活性物质主要存在于上清液中，用酸沉淀
方法得到粗提物后,粗提物过正相硅胶柱、反相硅胶柱、凝胶柱等方法纯化，最
后获得具有良好生物表面活性的纯品。纯品经高分辨质谱FT-MS及核磁共振
NMR检测，经鉴定为赖氨酸脂，分子量为382，是β-羟基-十六烷酸与赖氨酸反
应生成的环状脂。另外通过对赖氨酸脂的生物学和物理化学特性的研究发现，这
种氨基酸脂有较低的临界胶束浓度CMC值（32mg l-1）、较好的抗高温和耐酸碱
性及较好的乳化能力，而且对革兰氏阳性菌，真菌均具有抗性。 
尽管此前已经有过关于A.dieseloleiB-5产生脯氨酸脂的报道，但菌株T6-6所
产的表面活性剂赖氨酸脂在本属中为首次发现，其性质与之前报道的脯氨酸脂也
不一样，本文是A.dieselolei 属中关于产表面活性剂及其具体活性成分的进一步
报道。本论文中柴油食烷菌A.dieselolei T6-6分离纯化出的赖氨酸脂具有良好的表
面活性以及细胞毒活性，同时对革兰氏阳性菌和真菌具有抗性，在医药领域、化
妆品行业、石油污染修复、环境治理方面等领域均有巨大的应用潜力，为赖氨酸
脂在这些方面的应用提供理论依据。 
关键词：海洋细菌；柴油食烷菌；烃降解菌；生物表面活性剂；脂肽
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
ABSTRACT 
II 
ABSTRACT 
 
Biosurfactant is one kind of amphipathic molecule that not only has the 
hydrophilic groups but also has the hydrophobic ones. It is noticed in many 
fundamental and applied research fields because of its numerous merits, such as 
excellent emulsification, aidant dissolvability, degradable, nontoxic. In this thesis, 
one strain which identified as Alcanivorax dieselolei T6-6 that could not only 
degrade hydrocarbon effectively but also lower the surface tension of its culture 
broth was choosen as laboratorial object. It was isolated from the sediments of South 
West Indian Ocean , which can lower the surface tension of the culture broth to 
27mNm
-1
. After centrifugation, most of the biosurfactants was detected present in 
supernatant. crude extracts were first extracted through acid precipitation, then 
further purified step by step with normal phase silica gel column, reverse phase silica 
gel column and Sephadex LH20 gel column .The pure biosurfactantal compound of 
the strain was obtained, and chemically characterized with NMR, FT-MS,which was 
finally determined to be a cycline lipopeptide-Lysine lipid, it was synthetized by 
Lysine and β- hydroxyl hexadecanoic acid. Lysine lipid was first discoverd in this 
thesis and the critical micelle concentration (CMC) of it was determined to be 32mg 
l
-1
. Moreover, the activity variations of in ranges of pH, temperature were also tested, 
and showed reasonable stability. So the Lysine lipid has great potential in application 
such as pharmaceutics, environmental protection, cosmetic, oil recovery and many 
other fields. 
Despite of report about lipopeptide biosurfactant produced by Alcanivorax 
dieselolei B-5 ,it’s the first time that the specific chemical structure and properties 
were deeply studied. Also, it has increased our cognition of organism from deep-sea 
sediment which can help to study in antibacterial activity and cytotoxic activity. 
 
Key words: Marine bacteria;Alcanivorax dieselolei ; alkane degrading bacteria; 
lipopeptide. 
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1 前言 
1.1 表面和表面活性剂化学 
相与相之间的交界面称为界面，有固-固、液-液、气-固、固-液和气-液五
种类型的界面。两相中有一相为气体的界面习惯上也称为表面。例如液体表面和
固体表面。某液体的表面张力，通常定义为作用于液体表面单位长度上使液体收
缩的力，其方向与液面垂直，单位为mN m-1，或称为表面自由能，即等温和可逆
地增加单位表面积所需要的功。在液体内部任一分子周围的吸引力是平衡的，而
在液体表面的分子受力不平衡，在空气的一侧无吸引力，因而引起一个向内的净
拉力，尽可能多的液体表面分子将离开表面向液体内部，因此其表面将趋于自发
收缩，它是液滴和气泡趋于球形的原因[1]。 
能显著降低液体表面张力或两相间界面张力的物质称为表面活性剂(或界面
活性剂)。按照产生来源，将其分为化学生物表面活性剂和生物表表面剂。具有
表面活性的物质均为两亲性分子，即分子同时含亲水和疏水(亲油)两中基团[3,7]。 
最早被研究并且用于工业化生产的是化学表面生物活性剂。这类活性物质疏水部
分通常为直链烷基、支链烷基、烷基苯基、松香衍生物、高分子量聚氧丙烯基、
长链全氟(或氟代)烷基、全氟聚氧丙烯基及硅氧烷基等；亲水部分通常为水溶性
基团，如羧酸盐、硫酸盐、磺酸盐、磷酸盐、季胺盐等。根据亲水性基团的结构
特征，表面活性剂可分为离子型和非离子型。含有在溶液中能解离的亲水基团的
称为离子型表面活性剂[2]。亲水基为硫酸盐、磺酸盐、或硝酸盐的称为阴离子表
面活性剂，亲水基为季胺盐的为阳离子表面活性剂，而为聚甲醛、蔗糖或多肽的
是非离子型表面活性剂。以上这些属于常规的化学表面活性剂，另有一类表面活
性剂它的疏水部分是由其它类型的化学结构(氟、硅、磷、硼)组成的，称为特种
表面活性剂。小分子表面活性剂水溶液的表面张力降低限度为25mN m一1，而特
种表面活性剂中的碳氟型表面活性剂的水溶液则可达15mN m-1，是已知表面活性
剂中降低表面张力能力最强的，降低标准Gibbs自由能约为同碳链长度的碳氢表
面活性剂的1.5倍[1]。 
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1.2 表面活性剂的分子结构特点 
表面活性剂分子一般是由非极性的碳氢链部分和极性的亲水基团共同构成
的。在水溶液中，两亲分子中疏水的碳氢链处于高能状态，使得这些碳氢链产生
逃离水相的倾向。在低浓度时，表面活性剂分(离)子自发吸附到气/液界面上，
将其碳氢链伸出水相外以降低自由能[2]。 
当体系中表面活性剂分(离)子达到一定浓度时，表面活性剂由单体分子形成
胶束，气-液界面吸附的表面活性剂分(离)子达到饱和，体相中的溶质分(离)子
通过扩散作用相互接触聚集，形成碳氢链被包裹在内，而亲水头基构成外壳的聚
集体。在较低浓度通常为球形的胶束(micelles, bilayers and vesicles)，这种分子有
序聚集体的形成同样有利于降低体系的自由能(图1)。形成胶束所需的最低表面
活性剂浓度叫作临界胶束浓度（Critical Micelle Concentration，CMC）。 
同种的表面活性剂单体在气/液界面形成界面吸附层或在体相中形成分子聚
集体等分子有序结构过程中，受到两种相反力的作用。一种是表面活性剂分(离)
子碳氢链间的疏水相互作用，它促进了碳氢链间的缔合。另一种是表面活性剂分
(离)子亲水头基间的静电斥力和水化层的排斥作用，这阻止两亲分(离)子的接近。
表面活性剂分(离)子在自组织结构中排列的平衡距离则是碳氢链间的疏水力和
头基间静电以及水化层斥力综合作用结果。提高其表面活性的传统途径是降低表
面活性剂分(离)子亲水头基间的静电和水化层斥力，促使其在自组织结构中趋于
更为紧密的排列。表面活性剂形成胶束是一个十分重要的特征。当表面活性剂浓
度在液体中增加到CMC值时，其体系的表面张力则不再下降，分子聚集形成一
些20-200个分子组成的基团。一般表面活性剂能使水溶液的表面张力从72mN m-1
降低至30±5 mN m-1。表面活性剂在固体表面聚集也能使界面张力降低，从而提
高水相和固体的接触程度。表面活性剂在高浓度时，吸附在固体表面形成单分子
层(半胶束)或双分子层(胶束)，当后者出现时，此时的表面活性剂浓度也被称为
界胶束浓度[1，2]。除了形成胶束外，表面活性剂还具有一系列其它的物化特征，
如渗透、润湿、脱附、乳化、增溶、稳泡和消泡等[4]。 
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图1 表面活性剂单体和聚集体 
Fig1 Surfactant monomer and micelle 
 
1.3 生物表面活性剂的研究背景及意义 
生物表面活性剂（biosurfactants）无论是在基础研究领域还是在应用研究领
域，均具有非常重要价值。过去的几十年，不仅生物表面活性剂的生产、提纯、
结构鉴定、生物合成机制等方面取得了长足的进展，其应用价值也被逐步显现。
尤其在食品、化妆品、微生物采油、抗菌、抗肿瘤等方面，生物表面活性剂具
有合成化合物不可比拟的优点[5]。 
生物表面活性剂的早期研究见于 1946 年，1965 年之后，微生物对烃类乳
化机制的研究引起人们的关注。生物表面活性剂一般是由微生物（尤其是一些
细菌和真菌）在一定培养条件下产生的代谢产物，通常为糖脂、磷脂、多糖脂
复合物、脂蛋白-脂多肽、羟基化合物和交联脂肪酸等[6]。生物表面活性剂的非
极性疏水基团一般是长链脂肪酸或是 β-羟基脂肪酸、α-烷基-β-羟基脂肪酸；而
极性的亲水集团则有多种形式如糖类、氨基酸类、环状肽类、磷酸盐、醇等，
它们一般都具有良好的降低表面张力和界面张力的性能，也有些由于对油水或
者空气水界面具有不同程度的亲和性，因而倾向于聚积在两相界面上，形成稳
定的乳状液或者微乳液。在原油开采过程中，如果添加生物表面活性剂，那么
其强的乳化液的性能便能够改变岩石表面的润湿性，可显著降低水-原油-岩石
体系的界面张力，从而有助于原油从岩石表面上剥落下来。微生物提高原油采
收率（Microbial Enhanced Oil Recovery, MEOR）便是采用此原理，通过利用微
生物在油藏中的代谢作用及代谢产物对原油/岩石/水界面性质的作用，改善原
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油的流动性，从而提高石油采收率[8]。MEOR 是目前国内外发展迅速的一项提
高原油采收率的技术，也是 21 世纪一项高新生物技术。它具有适用范围广、工
艺简单、经济效益好、无污染等特点，已经受到普遍重视[1]。 
生物表面活性剂同时还具有一些一般化学合成表面活性剂所没有的独特性
能：①利用微生物发酵工艺能得到化学方法难以合成的新化学基团，为工业应用
提供新的可能；②具有生物降解性，无毒，对环境友好，可用于对污染土壤可做
生物补救；③具有生物可溶性和可消化性，可应用于化妆品、药物、食品添加剂；
④通常都具有特殊官能团的复杂有机分子，在作用过程中具有专一性；⑤因其化
合物性质稳定，故可应用于一些极端环境如高温、高盐、高pH值等；⑥一般具有
较低的临界胶束浓度，所以用量少[7]。 
近些年，尽管生物表面活性剂方面的的研究取得了很多突破性的进展，但是
现在仍然面临着一些问题，如：有些表面活性物质效果很好但是产量却很低；纯
品的生物表面活性剂的分离纯化成本很高；缺乏的成熟的定量方法等[9]。 
1.4 生物表面活性剂研究进展 
1.4.1 生物表面活性剂概述 
表面活性剂是分子结构中既有亲水基、又有疏水基的两性分子物质，它倾向
于聚集在极性不同的两相界面（如油/水和气/水界面），这些性质使得表面活性
剂具有降低极性不同的物质之间的界面张力的特性。现在市面上商品化的表面活
性剂大多都来自石油及其衍生品。近年来由于生物表面活性剂有许多优越的性质，
因此越来越引起人们的关注。 
生物表面活性剂的分类主要是根据它的化学组成。通常生物表面活性剂都具
有两亲基团，一类是亲水基团，主要是氨基酸、肽正离子/负离子或者单/双/寡
聚糖；一类是疏水集团，一般是饱和或者不饱和脂肪酸。相应地，生物表面活性
剂可分为糖脂、脂肽、脂蛋白、磷脂、脂肪酸、聚合物表面活性剂、粒状物表面
活性剂[6]。以烃类、糖类为碳源的微生物代谢出来的生物表面活性剂最主要的是
脂肽、糖脂、磷脂，氨基酸脂等[10]。其中脂肽、糖脂一般为胞外产物，离去菌体
后存在于上清或者疏水层中；磷脂一般为胞内物质，通常是由于细胞解体而被分
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泌到发酵液中的[6,10]，氨基酸脂由于氨基酸的种类不同，有的分泌到胞外，可以
很好的降低表面张力；有的则存在细胞膜上，使这些菌体本身具有较强的或亲水
或疏水的特性。 
生物表面活性剂的经典制备方法主要有：酸沉淀法[11]、重结晶法[12]、有机
溶剂萃取法[13,14]。但是，对于大规模生产来说，经典制备方法所含杂质较多，
纯度不高，耗时耗力耗试剂，还必须利用色谱技术（HPLC、TLC、柱层析等）
进一步纯化。为此，通过多方面的摸索研究，寻找到更为简化、高效的方法制
备高纯度的生物表面活性剂的方法，如双相萃取[15]、超滤[16]、超声波技术+萃取
+色谱联用[17]、泡沫分离[18, 19, 20]等。其中泡沫分离法是一种很高效的技术，Davis
等[19]在这方面进行深入的研究。他们利用泡沫法分离法对一类环状脂肽类表面
活性剂 Surfactins 进行了提取和浓缩，证明了泡沫分离是一种有效的生物表面活
性剂分离方法。此法不仅能从发酵液中提取表面活性剂，而且能阻止任何可能
的反馈抑制[18-20]。 
生物表面活性剂的活性主要是通过测定表面张力和界面张力的变化、乳液的
稳定性和失稳性及亲水亲油平衡值（hydrophile lipophilic balance，HLB）来表征。 
生物表面活性剂的代谢调控关键基因，进行深入研究的现在有三类：鼠李糖
脂合成基因、甘露糖赤藓糖醇脂（MELs）合成基因和一些脂肽（如surfactin）的
肽段合成基因（NRPS）。 
1.4.2 几类经典的生物表面活性剂 
1.4.2.1 脂肽类生物表面活性剂 
1.4.2.1.1 脂肽类生物表面活性剂的结构及其产生菌株 
脂肽(lipopeptide，peptidolipid)又名脂酰肽(acylpeptide)，一般来源于植物、
动物和微生物，但大多数来源于微生物，而其中又以来源于细菌的脂肽居多。微
生物脂肽是一类由脂肪酸和肽组成的具有两亲结构的微生物次级代谢产物，它具
有良好的表面活性，能增加疏水的烃类的生物可获得性，促进烃的生物降解，与
部分重金属结合能移除被污染的土壤和沉积物中的重金属，是一类重要的生物表
面活性剂。同时，还具有特殊的生物活性，如能提高尿激酶的活性，防止血液凝
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结，抗肿瘤等活性。大多脂肽类表面活性剂具有抗微生物作用，也被称为抗生素。
按脂肽结构特征可将其分为环状脂肽(cyclic-popeptide)和线形脂肽(linear 
lipopeptde)两大类，环状脂肽是指分子中具有环状结构的一类脂肽，肽链的 C-
端氨酸的羧基与肽或脂肪酸中的氨基或羟基相连构成环状结构。形成环状结构的
成分主要是氨基酸，部分脂肽中脂肪酸链也参与成环，参与成环的脂肪链可为羟
基脂肪酸和氨基脂肪酸。氨基酸的种类及连接顺序是区别脂肽种类的重要依据。
环状脂肽主要包括脂肪酸成环的环状脂肽、脂肪酸接环的环状脂肽及脂肪酸离环
的环状脂肽。线形脂肽是指氨基酸依次接成线状、首尾不相连且无环状结构的一
类脂肽，脂肪酸与链肽 N-端的α-氨基或其他羟基相连。线性脂肽有直链结构和
支链结构之分。目前报道的仅有螺旋形素(spiroidesin)及 TAN1511 系列和脯氨酸
脂，鸟氨酸脂和 2-3 个氨基酸与脂肪酸链构成的的线性脂肽。 
脂肽类生物表面活性剂的亲水基团由短肽或氨基酸组成，疏水基团由脂肪酸
组成，一种脂肽往往是多种异构单体组成的混合体[6]。由于脂肽中的脂肪酸链长
和支链数量以及氨基酸的组成具有多变性，致使脂肽表面活性剂的种类繁多[21-26]。
具有代表性的脂肽有 surfactin, lichenysin, fengycin, iturin, mycosubtilin 及
bacillomycin等[27-31]。其中，B.subtilis产生的surfactin在sigma公司已经商品化。
Surfactin是迄今报道的效果最好，研究最为全面和成熟的生物表面活性剂之一。
研究发现，Surfactin的结构类似物差别在于氨基酸的种类、连接顺序、碳链的碳
原子个数及支链位置的不同。环状脂肽surfactin[30]的结构如图2： 
 
图2 Surfactin结构图 
Fig2 The structure of surfactin 
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  现在发现的脂肽主要来自 Bacillus 属，如 B.subitilis、B.circulans、B.cereus、
B.polymyxa、B.mesentericus 等，这些 Bacillus 产生的脂肽类生物表面活性剂结
构、功能及生理作用列于表 1[31]。除了 Bacillus 产生脂肽外，其他一些种类的微
生物也产脂肽。例如 Mycobacterium fortuirum、Streptomyces canus、Pseudomonas 
fluorescens、Serratia marcescens 等。 
表1 除芽孢菌以外的产脂肽和脂蛋白的微生物菌株 
Table1 Lipopetides and lipoprotein produced by microorganisms other than 
Bacillus sp. 
引自：南开大学硕士论文，黄英，2003年 
 
令人感兴趣的是，近年来人们从海洋生物或海洋沉积物中分离出产不同脂肽
的微生物菌株，生物活性显著 ,利用微生物生产脂肽是一重要课题。 
1.4.2.1.2 脂肽类生物表面活性剂的生理功能及应用 
人们对脂肽类生物表面活性剂感兴趣，主要是其具有高效、低毒、无污染等
优点，可替代化学表面活性剂。近年来发现生物表面活性剂除具有表面活性的功
能外，具有潜在的抗菌活性，包括:抗真菌、抗细菌、抗支原体和抗病毒等活性，
此外还可用作免疫调节分子、粘合剂、疫苗及基因治疗等方面。由于生物表面活
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